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1. 緒言 
 DNA と特異的に相互作用する様々な遷移金属
錯体は抗癌剤などの薬剤への応用が期待されて
いる．その中でも，カルボヒドラジド及びチオカ
ルボヒドラジドを含む遷移金属錯体は，抗菌，抗
腫瘍活性を有することが知られており，その生物
的活性が注目を集めている 1, 2)． 
本研究では，架橋部位にカルボヒドラジド及び
チオカルボヒドラジドを有する新規銅(II)二核錯
体  [Cu2(MS2ch)Cl]
2+
 (1)と [Cu2(MS2tch)Cl]
2+
 (2)  
(Figure 1)を合成し，DNA に対する結合親和性，
並びに切断活性の評価を行った． 
 
 
 
 
2. 実験 
2.1. UV-visスペクトル測定 
20 mM HEPES 緩衝液 (pH 7.4, 30 mM NaCl) を
用いて錯体溶液 (20 M) を調整した．そこに仔牛
胸腺 (ct-DNA) を添加し，UV-visスペクトルを測
定した． 
2.2. CDスペクトル測定 
ct-DNA 溶液と錯体を，20 mM HEPES 緩衝液 
(pH 7.4, 30 mM NaCl) を用いて様々な濃度比に調
製 (ct-DNA 溶液は 100 M で固定) し，CD スペ
クトルを測定した． 
2.3. エチジウムブロマイド蛍光消光実験 
20 mM HEPES 緩衝液 (pH 7.4, 30 mM NaCl) を
用いて 10 M に調整したエチジウムブロマイド 
(EB) 溶液に，EB の発光が飽和に達するまで
ct-DNA を加えた．そこに，錯体溶液 (1 mM) を
添加し，EBの発光強度の変化を測定した． 
2.4. DNA切断実験 
pBR322 DNA (5 ，0 mM HEPES 緩衝液 (pH 
7.4)，錯体溶液 (25 M) ，過酸化水素 (100 M)
を混合し，滅菌済み超純水で全量を 20 Lに調製
し，37°Cで酸化的切断反応を行った．活性試薬非
存在下の DNA 切断反応では，過酸化水素を除い
た溶液を同様に調整し，実験を行った． 
切断活性種を調べるため，ラジカル捕捉剤とし
て，SOD (30 U)，NaN3 (50 mM)，DMSO (50 mM)
を用いた．また，メチルグリーン(50 M)，及び
Hoechst 33258 (50 M) を用いて，錯体の DNAに
対する結合部位の検討も合わせて行った．EDTA
溶液 (100 mM) により反応を停止した後，アガロ
ースゲル電気泳動により DNA 切断活性を評価し
た． 
 
3. 結果・考察 
3.1. UV-vis，CDスペクトル測定 
UV-vis スペクトル測定を行った結果，2 の錯体
溶液に ct-DNA 溶液を添加していくと僅かな淡色
効果しか観測されなかったが，1では，240 nm及
び 380 nm 付近において顕著な淡色効果が観測さ
れた．両錯体の吸光度の変化から，Bard and Thorp
の式を用いて結合定数 Kb，及び結合サイトサイズ
sを算出した (Table 1)． 
 CDスペクトル測定を行った結果，1では 350 nm
付近に，2においては 392 nm及び 467 nm付近に
DNA との結合による誘起スペクトルが観測され
た (Figure 2)．両錯体のスペクトルの変化から，
Figure 1. Structure of 1 (X = O) and 2 (X = S). 
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Inase の式を用いて結合定数 Kb’，及び結合サイト
サイズ s’を算出した (Table 1)．UV-visスペクトル
測定の結果と同様に，2 に比べ 1 の方がスペクト
ルの変化が顕著に現れ，結合定数も高い値を示し
たことから，1 の方がより結合親和性が高いと考
えられる． 
 
 
 
 
 
Figure 2. CD spectra of ct-DNA in the absence (dash 
line) and presence (solid line) of (a) 1 and (b) 2 ([ct-DNA 
(b.p.)] = 100 M, [Complex] = 0-56 M). 
 
3.3. エチジウムブロマイド蛍光消光実験 
EB 蛍光消光実験の結果，錯体濃度の増加に伴
って EB の発光強度の減少が観測された (Figure 
3)．その際の発光強度の変化から，Stern-Volmer
の式を用いて消光定数 Ksqを算出した (Table 1)．  
 
 
 
 
 
Figure 3. Emission spectra of EB bound to ct-DNA in 
the absence (dash line) and presence (solid line) of (a) 1 
and (b) 2 (ex = 545 nm, [EB] = 10 M, [ct-DNA (b.p.)] 
= 52 M). Inset: Stern-Volmer quenching plots. r = 
[Complex] / [ct-DNA]. 
Table 1. Binding properties of the complexes 
Complex 
Bard and Thorp Inase’s method  
K s K’ s’ Ksq 
1 1.2×106 2.7 2.7×106 2.6 7.0 
2 2.5×105 0.5 9.8×105 0.3 2.3 
K [M-1] ; binding constant, s [base pair / molecule] ; binding 
sites size, Ksq ; quenching constant 
 
3.4. DNA切断実験 
 過酸化水素を酸化剤として用いた酸化的切断
反応の結果を Figure 4に示す．2において，反応
時間 10分でスーパーコイル状の Form Iから開環
状の Form IIへ変化し，20分で直鎖状の Form III
への変化が見られた．一方，1では反応時間 10分
の時点で Form IIが見え始めたが，60分経過後で
も Form IIIが確認されなかった．過酸化水素を除
いた活性試薬非存在下の DNA 切断反応において
も，反応時間 10時間の時点で，2は Form IIIが見
られたのに対して，1では Form IIまでの切断の進
行しか確認されなかった．このことから 1 より 2
の方が高い切断活性を持つと考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
切断活性種及び，結合部位を調べるために阻害
実験を行った結果，両錯体において SOD により
強く阻害されることを確認した．よって，DNA 切
断過程においてスーパーオキシドアニオンが主
な切断活性種であると考えられる．さらに，
Hoechst による阻害が確認されたことから，両錯
体はDNAのマイナーグルーブに選択的に結合し，
DNA を切断していることが考えられる． 
 
4. 結言 
 架橋部位にカルボヒドラジド及びチオカルボ
ヒドラジドを有する銅(II)二核錯体とDNAとの相
互作用を検討した．UV-vis，CD スペクトル測定
の結果より，2 に比べ，1 の方がより高い結合親
和性を示したことから，中心に Sを含むことによ
って歪んだ構造を持つ 2 よりも，1 のように平面
性の高い構造の方が結合親和性が高くなること
が示唆された．しかし，DNA 切断実験により，2
の方が高い切断活性を示したため，結合親和性と
切断活性は直接関連するわけではなく，結合構造
など，他の要因との関連性を持つことが示唆され
た． 
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Figure 4. Electrophoresis for the cleavage of plasmid 
DNA (pBR322) (5 M) in the presence of H2O2 (100 M) 
in the HEPES buffer (10 mM, pH = 7.4) at 37 °C. Lane 1; 
DNA alone, Lane 2; DNA + H2O2 for 60 min, Lane 3-7; 
DNA + H2O2 + 1 (1 M) for 10, 20, 30, 45, 60 min, lane 
8-12; DNA + H2O2 + 2 (1 M) for 10, 20, 30, 45, 60 min. 
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